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序論
従来、癌 に比較 的魂特異的 な物質 と してホ薩ン、酵素、胎児性タンパク質等が古 くか ら単離
され癌の補助診断 に用 い られて きた。 しか しそれ らは主 にポリ知一ナル抗体であ る抗血清 を用
いた測定系 であ った。KoMer&Milsteinに よ り単一 のエヒ'卜一プを認識す るモ〃ロー伽抗体 の作
成が確立 されて以来 、癌 に特異的なエピトープ を認識す るモノ知一ナル抗体の作成 が多 くの研究者 』
によ り試み られて きた。 その結果、近年癌特異的抗原 と して種 々の糖鎖抗原 が存在す る こ
とが発見 された。糖鎖抗原 の多 くは、癌患者か ら採取 した癌細胞 また は株 化 された癌細胞
を免疫源 とした もので、癌細胞に特 に反応す る抗体 を作成 した結果、 その認識 す るエピ トフ'
が糖鎖であ った とい う例 が多 い。現在最 も広 く臨床 の場で用い られて いる糖鎖抗原 と してく
耐ス式 血液型物質 であ るLe8構 造(1型)が シアル化 されたシア帆e8(CA19-9》 が上 げ られ る(Fig-
1)。 一方、耐ス式血液型Le'糖 鎖の異性体構造(L♂:皿 型)が シアル化 されたシアリ肌e罵(Fig-1)も
また、癌組 織中で多量 に発現 され ると言われている ものの、いまだ臨床応用 されて お らず、
その糖鎖の存在状況 や抗 原分子の検索 は行なわれていない。今回、著者はそのシァリ肌♂ を
認識す るモノ知一軸抗 体を用 い、エンザイム仏ノアッセイによる癌抗原測定系 を確立 し、培 養癌細胞 か
らの癌抗原の単離 とその性質の検索 、及 び他のマーカーとの相違の調査、癌患者血中抗原 の動
態の解明を行な った。
第1章 モ〃11一勃抗体CSLEX-1の反応特異性の確認と認識抗原の発現形態
第1節 モ〃 ローナル抗 体CSLEX-1の 反 応 特 異 性 の 確 認
モ〃 ローナル抗 体CSLEX-1の ヒト由 来 各 種 癌 細 胞 に 対 す る反 応 性 を 免 疫 染 色 法 に よ り検 討 し た 。
そ の 結 果 、 結 腸 癌 由 来 のcolo205、swli16が 強 い 陽 性 を 示 し た が 、 他 の 胃 癌 、 神 経 芽 細 胞
腫 、 子 宮 癌 等 で は 全 く反 応 が 見 られ な か っ た 。(Table-1)強 陽 性 を 示 した 結 腸 癌 由 来SW1
116を 用 い 、 認 識 抗 原 の 諸 性 質 を 調 査 す る た め 各 種 の 酵 素 処 理 を 行 い 、 抗 体 の 反 応 性 に 対
す る 影 響 を 調 査 した 。 そ の 結 果 タンパ ク質 分 解 酵 素 処 理(Pronase,Trypsin)や 熱 処 理 で は ほ と
ん ど抗 原 性 は 保 た れ る が 、 過 ヨウ素 酸 に よ り抗 原 性 が 消 失 す る こ と か ら抗 原 は糖 鎖 で あ る こ
と が 確 認 さ れ た 。 さ ら にNeuraminidase処 理 に よ り 抗 原 が 消 失 す る た め 、 エピ トープ は シァル酸
を 含 む こ と が 確 認 さ・れ た 。(Table-2)さ ら に 、 ひ 脳 中 に 存 在 し ま た メラノ」マ等 の 癌 細 胞 で 良
く発 現 さ れ る 糖 脂 質 で あ るガ ング リオシド(GM1.GDla.GDlb,GTlb)及 びCSLEX-1抗 体 が 認 識 す る
と さ れ て い る ジァリ肌e罵 一セラミド の 糖 脂 質 を 用 い 、CSLEX-1抗 体 の 反 応 特 異 性 をELISA及 びTLC展
開 後 の 免 疫 染 色 に よ り 調 査 し た 。 そ の 結 果 、 両 方 法 と もシアリ肌e罵 に の み 反 応 し 本 抗 体 の 特
「異 性 が 確 認 さ れ た
。(Fig-2,3)
第2節 シアリ肌e翼抗原 の細胞内局在部位及 び存在形態
前節 で強陽性 を示 した結腸癌細胞2株 を用 い、抗原の細胞内局在部位 の検討 を行 った。
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ま ず 生 細 胞 表 面 を 抗 体 で 染 色 し、FACSで 解 析 した と こ ろ 、・両 株 と も細 胞 膜 表 面 に 抗 原 を 出
現 して い る こ と を 確 認 した 。'(Fig-4)次 に こ れ ら の 細 胞 を ① グ ルタ魂 アルデ ヒド 固 定 ② メタノ磁 処
理 ③ 知 蛛 肱 ・メ〃 一ル処 理 、 あ 各 過 程 の 後immunoperoxidase染 色 を 行 っ た 。 両 株 と も メ〃 一ル
処 理 後 、 細 胞 質 内 が 染 色 さ れ る'事か ら 、 細 胞 質 内 に も存 在 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た ③
処 理 に よ り細 胞 質 内 抗 原 が 減 少 す る こ と か ら、 糖 脂 質 と し て も存 在 す る と 思 わ れ た 。(Tab
le-3,)
第2章 株化癌細胞由来シァ伽LeX抗原の測定
シアリ肌e罵 抗 原 を 定 量 す る た め 、 本 抗 体 の 精 製 を 腹 水 よ り行 っ た 。 本 抗 体 はlgMで あ る た め 、
フ●ロタミンに よ る アフ4ニテ`知 マトに よ り精 製 した 。(Table-4)な.お 、 通 常 用 い ら れ る ゲ ルろ 過 法 よ
り も純 度 よ く精 製 す る こ と が 可 能 で あ った 。(Fig-6)結 腸 癌 由 来 抗 原 陽 性 細 胞 の シァリルL♂
抗 原 の 分 泌 量 や 細 胞(膜 ウ内 保 有 量 を 調 査 す る た め 、 培 養 上 清 及 び 細 胞 抽 出 物 を 対 象 に 測 定
し た 。 シアリ肌e翼 抗 原 量 の 測 定 は 、 ホ'llスチレンピ ース'の固 相 表 面 にcatcherと して 精 製CSLEX-1抗
体 を 結 合 さ せ 、tracerと し てHRP標 識 同 抗 体 を 用 い る サンド イッチアgセイで 行 っ た 。 そ の 結 果 、 両
細 胞 と も抽 出 物 中 に は 抗 原 が 多 量 に 含 ま れ る も の の 、SW1116の み が く 培 養 液 中 に 多 量 に 分
泌 す る こ と が わ か っ た 。(Table-5)
第3章 シアリルLek抗原(糖 蛋白)の生化学的性状
第1節 株化癌細胞由来抗原の免疫生化学解析
SW1116の 分 泌 抗 原 、 細 胞 内 抗 原 及 びcolo205の 細 胞 内 抗 原 の 分 子 量 をSephacrylS-400を
用 い た ゲ ルろ 過 に よ り推 定 した 。 分 泌 抗 原 、 細 胞 内 抗 原 と も にVoidVolumeに 溶 出 さ れ.、
分 子 量 は200万MW以 上 と 思 わ れ た 。(Fig-7)ま た 、 細 胞 内 抗 原 を4M・ グ アニジ ン塩 酸 で 処 理 後 、
同bufferで 知 マトを 行 っ て も そ ゐ溶 出 パ ターンに 変 化 は 見 ら れ ず 、 ま た 抽 出 にdetergent(Trito
nX-100)を 用 い て も溶 出 パ ターンに 嚢 化 ヵ現 られ な い こ と か ら(Fig-8)、 両 抗 原 と も アグ リゲ ーショ
ンや 仏 ノコ刀'レ ックスや ミセルで は な く、 分 子 量 そ の もの が 大 き い こ と が 推 定 さ れ た 。SW1116の 両
抗 原 を 塩 化 セシウムを 用 い た 密 度 勾 配 遠 心 を 行 い そ れ ら の 比 重 を 検 討 した 。 分 泌 抗 原 で.は 比 重
が約1.5g/m1で あ り 、 細 胞 内 抗 原 で は 約1.43g/mlで あ り(Fig-9》 、 一 般 の グ リコプ ロテインに 比 べ
る と高 比 重 で あ る こ と が わ か った 。 両 抗 原 を プ レート固 相 にCoating後 、、0.1HNaOHで ア励 リ
処 理 す る と 両 抗 原 と も抗 原 性 が 消 失 した 。(Fig-10)従 って ジアリ肌 ♂ 糖 鎖 の タンパ ク質 へ の 結
合 は ムチン型 結 合(0一 グ リコシド 結 合)で あ る こ と が 推 定 さ れ た 。 ま た 、 高 濃 度(0.訓)の 過 塩 素 酸
へ 溶 解 す る こ と か ら糖 含 量 の 高 い 糖 蛋 白 で あ る こ と が 推 察 さ 燕 牟 が 、分 泌 抗 原 の ほ
一う が 溶
解 性 が 高 い こ と か ら よ り糖 含 量 が 高 い と思 わ れ た 。(Table-6)
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第2節 分泌 シ了り糺e翼抗原の精製と諸性質
分 泌 抗 原 の 諸 性 質 を 調 査 す る た め 分 泌 抗 原 の 精 製 を 行 っ た 。 過 塩 素 酸 可 溶 性 画 分 を 、 本
抗 体 を 用 い た アブ・{ニティ㌣クロマトに よ.ウ精 製 し・ さ ら に 材 ン交 換 知 マト・ ゲ ルろ過 知 マトを 行 い 抗 原 活
性 画 分 を 集 め た 。 精 製 倍 率 及 び 回 収 率 等 をTable-7に 示 す 。.ま た3～15毘 の グ ラテ旨 エントゲ ルを
用 い たSDS-PAGE及 び ウエスクンプ 助 トの 結 果(Fig一11)、 抗 原 は 分 子 量100万 以 上 の ゲ ル上 部 に や や
ブ ロード な パ ンド と して 見 られ た 。 精 製 抗 原 の糖 含 量 を 勅 シハ ル硫 酸 法 で 、 シアル酸 の 濃 度 を レゾ ル
シハ ル硫 酸 法 で ガ ラクト ス換 算 量 と して 求 め 、 タンパ ク量 と比 較 す る と、90%以 上 が 糖 で あ る こ と
が 判 明 した 。 ま た 多 量 の シアル酸 が 含 ま れ る こ と が 示 さ れ た 。(Table-8)
第4章 入血清におけるジア嚇L6・抗原と他の腫瘍抗原との相違性
第1節 人血清中シァリ糺e罵抗原 の測定法 の評価
前述 のEIAサンドイッチアッセイによ る抗原量の測定系が、人血清 中の さまざまな因子 に影響 され
ない ことを検査す るため、希釈試験、共存物質影響試験、添加回収試験 な どを行 った 。そ
の結果 、良好 な成績が得 られ血清中の抗原量 を正確 に測定で きる事 を確認 した。
第2節 他の腫瘍抗原との比較
現 在 臨 床 応 用 さ れ て い るSLXは 、 シアリ肌e罵 と 類 似 し た 糖 鎖(H型)を 認 識 す る モ〃 臣 ナル
抗 体 に よ り 検 出 さ れ る腫 瘍 抗 原 で あ る。(Fig-1)そ こ で 、 癌 検 体 を 対 象 に 、 本 抗 体 に よ
り検 出 さ れ る抗 原 と の 相 関 を 調 査 した と こ ろ相 関 性 は 見 られ ず(Pig-12)、 ま た 、 両 抗 原 が
陽 性 の 癌 患 者 血 清 中 の シァリルL♂ 抗 原 をCSLEX-1抗 体 で 吸 収 除 去 して も 、SLX抗 原 は 残 存 し
た 。(Table-9)さ ら に患 者 血 清 中 の 両 抗 原 を 、 イ オ ン交 換 ゲ ル に 吸 着 さ せ 、 種 々 の 塩 濃 度
で 溶 出 す る と 、SLXは よ り高 い塩 濃 度 の 溶 出 画 分 に も存 在 す る 事 が 示 さ れ た 。 こ れ ら よ
り、CSLEX-1認 識 抗 原 と は 性 質 の異 な るSLX抗 原 分 子 が 存 在 し、 そ れ は よ り 陰 性 可 電 の
・.強い 分 子 で あ る こ とが 示 さ れ た
。(Fig-1の
CA19占9は 、 シァリ肌 ♂ の 構 造 異 性 体 で あ る1型 糖 鎖 シア伽Le● を 認 識 す る モ〃 臣 ナル抗 体 に よ り
検 出 さ れ る 腫 瘍 抗 原 で あ る。(Fig-1)ま た 、 臨 床 診 断 に常 用 さ れ る 腫 瘍 抗 原 に 、CEA(癌 胎
児 性 抗 原)、CA15-3等 が あ る 。 そ こで こ れ'ら との 相 関 を 調 査 す る と く 相 関 性 は 見 ら れ ず 、
(Fig-13,16)こ れ ら の 腫 瘍 マーカーと は異 な る 臨 床 的 有 用 性 が 示 唆 さ れ た 。
第5章'癌 患者血清中シアリ肌eX抗原の性状と陽性率
第1節 癌患者血清中抗原の解析
ま ず 分 子 量 を 推 定 す る た め 、 患 者 血 清 をSephacrylS-400で ゲ ルろ過 を 行 な う と 、 培 養 細
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胞 と同様 、VoidVolumeにPeakが 見 られ、200万MW以 上の高分子量で あるこ・とが示 された。
また、癌患者 によ っては、100万MW程 度の抗原が存在す る事 が示 された。(Fig15)ま た、
種 々の癌患者 の過塩 素酸 への溶解性を調査すると、上清への回収率 は40～100%と 様 々で あ
った。(Table-11)過 塩素酸 ぺの溶解性 は、一般 に糖蛋白質 の糖鎖/蛋 白質 の比 に依 存す
ると考 え られ、癌患者血清 中の抗原分子 は、糖含量 においてheterogenityを 持 つ と考 え ら
れた。次 に、シアリ肌 ♂ とジアリ肌e匿とが同一の分子上 に存在 しているか を検討す るため、それ
ぞれ のモ1知サル抗体 を固相側及 び標識抗体 として使用 し測定 する と、両糖鎖が発現 して い
る場合 もあ り、癌抗 原分子上 に存在す る糖鎖の種類の多様性 が うかが えた。(Table-10)
第2節 健常人及 び癌患者血清におけるシァリ糺e翼抗原 の測定
健 常 人216名 で の 測 定 値 の 分 布 をFig-17に 示 す 。 平 均+2sDは 、7.10u/mlと な り、 カ ッ
トオ フ 値 を8Uん1と 設 定 す る と 、 カ ッ トオ フ 値 以 下 に 健 常 人 の 約96%が 分 布 した 。 ま た 、
性 別 や 年 齢 で は 、 抗 原 量 に 有 意 差 は み ら れ な か っ た 。 各 種 疾 患 患 者 の 血 清 中 シアリ糺e翼 抗 原
を 測 定 し、 そ の 分 布 及 び 陽 性 率 をFi歯r18に 示 した 。 各 種 癌 疾 患 の 陽 性 率 は 、 乳 癌 の 原 発 で
21.5職 再 発 で61.5瓢 、 胃 癌 で12.5%、 結 腸 癌 で25.眺 、 直 腸 癌 で30.0%、 胆 嚢 癌 で38.4
瓢、 膵 癌 で27.3%、 肝 癌 で11.跳 で あ っ た 。 そ れ に対 し乳 腺 良 性 疾 患 で は0%で あ り、 癌 で
の 特 異 性 が 高 く 、 臨 床 診 断 へ の 応 用 の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。
第6章 纏
今回シアリ肌 ♂糖鎖を認識す ると言 われているモノ知一ナル抗体を用 い、種 々の反応特異性 を確
認 した。抗 原陽性株化癌細 胞 において、シァll肌e罵は、細胞質 内では糖脂質 と糖蛋 白の両 方
の形態 で存在す る事が推察 された。 さらに、同細胞 より抽 出及 び分泌 され るシアリルLe翼糖 蛋
白抗原 は、分子量200万 以上の 巨大分子 で高比重 を有 し、シアリ肌e翼糖鎖が0一 グ リコシド型 で結
合す るム チ ン蛋 白で あることを明 らかに した。 さら1こ分泌抗原 を精製純化 し、9眺 以上の
糖 含量 を有 し、多量 のシァル酸 を含む事を明 らかに した。癌患者血 中に放 出 され る抗 原 は、
分子量 が200万 以上 と・100万程度 のもの との2種 類があ り、糖化度 や共存す る糖鎖 の種類 に
はheterogenityが あ ることが明 らか にな った。次 に、人血清中のシア卯L♂ 抗 原の、酵素抗
体法 による測定 系を確立 し、患者検体 を測定す ると、健常人 に比べ各種癌 疾患で高値 を示
・す例が多 く'見られた











































































































































































































































































































































































n 10 io io io io
Mean
(OD)
0.1404 0.2721 0.4027 0.6545 1.1553
SD 0.0119 0.0186 0.0177 0.0277 o.ozas
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(U/皿 ε)「 呂 一 〇.・02463・









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































呵7 Distribロtibπ 。fser臓 ε一Le罵aπtigeロ 三a血ealtyhu皿a∬ sera
diseas se悶 繭S-Le属antigen(Unit/口1) 7
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る反応性を免疫染色法により検討した。その結果,エ ピトープはシアル酸 を含む ことカミ認定 さ
れ,シ アリルL♂ 抗原の細胞内局在部位及び存在形態は細胞膜表面および細胞質内に存在するこ
とが確認された。さらに株化癌細胞由来シァリルLeX抗 原の測定をおこない,抽 出物中には抗原
が多量に含まれるものの培養液中にも分泌することが判明 した。このシア リルLeX抗 原は,分 子
量は200万MW以 上の糖タソパク質であること,ま た,い ずれの抗原にもアグリゲーションやイ
ムノコンプレックスや ミセルではなく分子量そのものが大きいことが推定された。分泌抗原は比
重が約1.5g/m1で あ り細胞内抗原では約1.43g/mlで 一般のグリコプロティンに比べ ると高比
重であった。そして詫ア リルLeX糖 鎖のタンパク質への結合はムチン型結合(0一 グリコシ ド結
合)で あることが推定 され分泌抗原が溶解性が高いことからより糖含量が高いと思われた。また
分泌シアリルLeX抗 原は分子量100万 以上でタンパク量と比較すると90%以 上が糖であることが
判明した。また多量のシアル酸が含まれることが示された。ついでヒ ト血清におけるシア リル
LeX抗 原と他の腫瘍抗原 との相違性について検討した。まずヒ ト血清中のシアリルLeX抗 原の測定
法の評価法を確立 し他の腫瘍抗原との比較をおこなった。その結果,こ れまでに知 られている腫





乳癌の原発で21.5%,再 発で61.5%,胃 癌で12,5%,結 腸癌で25.0%,直 腸癌で30.0%,胆 嚢癌




れた。さらに同細胞 より抽 出及び分泌されるシアリルLe糖 蛋 白抗原は分子量200万 以上の巨大分
子で高比重を有しシアリルLe翼糖鎖カミ0一 グリコシド型で結合するムチン蛋白であることを明ら
かにした。さらに分泌抗原を精製純化 し,90%以 上の糖含量を有 し,多 量のシアル酸を含む事を






貢献するものと期待される。 よって審査員一同は本論文提出者が博士(農 学〉の学位を授与 され
る資格に充分な資格を有す るものと認定 した。
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